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不同培养体系对绵羊类胚胎干细胞分离、传代的影响 
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摘  要: 以小鼠胚胎成纤维细胞(MEF)为饲养层, 研究了用 Knockout 血清替代品(Knockout serum replacement, KSR)代

替胚胎干细胞(Embryonic stem cells, ES cell)培养液中的胎牛血清(FBS)和向含 KSR 的基础培养液中添加 40%的小鼠 ES

细胞条件培养液(ES cell conditioned medium, ESCCM)对绵羊类 ES 细胞分离、克隆效率的影响。发现使用含 FBS 的基

础培养液最多可以把绵羊类 ES 细胞传至 3 代, 而使用 KSR 和添加 ESCCM 能促进绵羊类 ES 细胞的分离和克隆, 所获

得的类 ES 细胞分别可稳定传至第 5 和 8 代。同时对类 ES 细胞进行核型分析、AKP 染色及体外分化能力检测, 证实所

分离的类 ES 细胞符合 ES 细胞的主要特征。由此认为, 与 FBS 相比 KSR 更加适于绵羊类 ES 细胞的分离与培养; 而小

鼠 ES 细胞在生长过程中可能分泌某些重要的细胞因子, 从而达到促进绵羊 ES 细胞增值的作用。 

关键词 : 绵羊类 ES 细胞 , 小鼠 ES 细胞条件培养基 , knockout 血清替代品 , 自我更新  
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Abstract: In this research, we use mouse embryonic fibroblasts as feeder layers. To eliminate the influence of serum and mouse 
embryonic stem cells(ESCs) conditioned medium(ESCCM) on self-renewal of sheep embryonic stem-like cells, knockout serum 
replacement(KSR) was used to replace serum, then supplanted with ESCCM for the isolation and cloning of sheep embryonic 
stem-like cells. We found when inner cell masses(ICMs) cultured in the control group with medium supplanted with fetal bovine 
serum(FBS), sheep ES-like cells could not survive for more than 3 passages. However, sheep embryonic stem-like cells could   
remain undifferentiated for 5 passages when cultured in the medium that FBS was substituted by KSR. The result indicates that KSR 
culture system was more suitable for the isolation and cloning of sheep embryonic stem-like cells compared to FBS culture system. 
Finally we applied medium with 15% KSR as basic medium supplanted with 40% ESCCM as a new culture system to isolate sheep 
embryonic stem-like cells, we found one embryonic stem-like cell line still maintained undifferentiating for 8 passages, which    
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characterized with a normal and stable karyotype and high expression of alkaline phosphatase. These results suggest that it is suitable 
to culture sheep ICM in the new culture system with 15% KSR as basic medium and supplanted with 40% ESCCM, which indicated 
that mouse ES cells might secrete factors playing important roles in promoting sheep ES-like cells’ self-renewal. 

Keywords: sheep, embryonic stem-like cell, mouse embryonic stem cells (ESCs) conditioned medium, knockout serum replacement, 
self-renewal 

自从 1981 年首次从小鼠胚泡中分离出 ES 细胞

以来 , 研究人员又分别从包括人类 [1]在内的多种哺

乳动物中分离到 ES细胞系, 但仍有一些问题困扰着

ES 细胞研究, 其中一个主要问题就是 ES 细胞建系

效率偏低的问题, 即使是目前研究较多和被广泛采

用的 129 系小鼠的 ES 细胞建系效率也只有不到 30%, 
其它种系小鼠的建系效率只有 10%左右[2]。目前认

为造成这一现象的主要原因是对维持 ES 细胞全能

性及增值的分子机制还没有研究清楚 [2], 以及血清

中的不明因子对 ES 细胞的影响, 以至于不同 ES 细

胞系要有特定批次的血清来维持才能稳定传代。而

KSR 作为一种人工合成产品, 因其成份明确, 质量

易于控制 , 从而可避免试验前对血清的筛选 , 而且

不少研究都报道使用 KSR 可以促进多种动物 ES 细

胞的建系成功率[4–7], 但 KSR 对绵羊类 ES 细胞分离

培养的的影响一直没有报道。 
ES 细胞研究早期 , 一般采用条件培养基来培

养 ES 细胞。例如 : Martin (1981)等用培养过畸胎

癌细胞的培养液配置的条件培养液首次成功地分

离出了 ES 细胞 [8]。之后 , 布法罗大鼠肝细胞和大

鼠心肌细胞条件培养基也被用于 ES 细胞的分离和

建系工作 [9,10]。这可能主要是由于条件培养基里含

有多种细胞因子 , 从而能较好地维持 ES 细胞的自

我更新和增值。但这些研究仅仅从外源性分泌因

子角度来研究 ES 细胞增值和多能性维持 ,而忽视

了 ES 细胞通过自分泌和旁分泌方式产生的细胞因

子在 ES 细胞增值和多能性维持方面的潜在作   
用 [7,11]。正是基于这一点 ,我们希望能通过使用这些

含有自分泌和旁分泌因子的小鼠 ES 细胞条件培  
养基 , 达到提高 ES 细胞分离、克隆和建系效率的

目的。  

1  材料与方法 

1.1  绵羊胚胎的收集与培养 
胚胎供体为健康的 3~4 岁小尾寒羊, 采用 4 d 8

次递减注射促卵泡素 (FSH)法进行超数排卵处理 , 

经处理的母羊发情后进行人工授精, 分别于授精后

第 5.5 天和第 6 天经外科手术法用含 5%的新生牛血

清的 PBS 冲胚液冲取胚胎, 将收集到的胚胎用 PBS

液清洗 3~4 次后装管,然后迅速带到实验室, 于已制

备好的饲养层上培养。 

1.2  饲养层细胞的制备 
KM 小鼠取自中国科学院遗传与发育研究所实

验动物中心 , 原代小鼠胚胎成纤维细胞(MEF)取自

怀孕 13~14 d 的孕鼠。培养基为含 15%胎牛血清

(Gibco)的 DMEM/F-12, 另添加 2 mmol/L L-谷氨酰

胺(Sigma), 100 IU/mL 青霉素+100 IU/mL 链霉素。

在 37oC, 5% CO2 条件下培养 , 取对数生长期的

MEF, 加 入 含 5 μg/mL 丝 裂 霉 素 C 溶 液 
(Mitomycin-C, Sigma)的 DMEM/F-12 液 (含 15%胎

牛 血 清 ) 处 理 2~3 h, 倒 出 丝 裂 霉 素 C 溶 液 , 
DPBS(Gibco)洗涤 4~6 次 , 用 0.25%胰酶−0.02% 

EDTA 消化细胞, 以 3×106 个/mL 密度接种于经 0.1%
明胶 (Gelatin, Sigma)水溶液处理的 4 孔培养皿

(NUNC)上, 每孔接种 0.6 mL 细胞悬液。用前 2 h 更

换为 ES 细胞培养液或 ESCCM[12]。 

1.3  小鼠 ES 细胞条件培养液制备 
取怀孕 3~4 d 小鼠,常规方法冲取胚胎接种到新

制 MEF 饲养层上, 37oC 5% CO2, 饱和湿度培养[17], 

ES 细 胞 基 础 培 养 液 为 含 15% KSR (Gibco) 的
knockoutDMEM/F-12(Gibco), 另添加 2 mmol/L 谷氨酰

胺(Sigma), 100 IU/mL 青霉素+100 IU/mL 链霉素, 
0.1 mmol/L β-巯基乙醇, 1000 IU/mLLIF (Sigma)和  

10 ng/mL bFGF。以 1:2 比例传代培养。以后每 48 h
收集培养液 1 次, 1000 r/min 离心 5 min, 收集上清液, 

0.2 μm 孔径滤器过滤, 冻存[13]。 

1.4  绵羊内细胞团的分离、传代 
胚胎接种于培养基 A (含 40% ESCCM 的 ES

细胞条件培养液)或 B (ES 细胞基础培养液)中培养

7~9 d, 待内细胞团 (ICM)充分长大 , 出现卵圆柱

状或岛状形态时 , 对其进行分离。在体视显微镜下

(40×), 用拉制的巴氏管将 ICM 从下层的滋胚层细
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胞切割下来 ,转入 PBS 液滴中洗涤 2 次 , 再转入上

层覆盖石蜡油的 Tryple 消化液 (Gibco)滴中 , 在

CO2 培养箱中作用 5 min 左右。用另一支口径小于

ICM 细胞团的巴氏管吸入含血清培养液 ,轻轻将细

胞团离散为细胞小团块。将离散后的微滴内容物

转入一个新制饲养层 4 孔培养板内继续培养 , 每

日观察 , 每 2 d 更换培养液 1 次。经 4~6 d 培养的

类 ES 细胞集落 , 待其边缘开始出现细胞分化时进

行传代 , 记为 F1, 依次类推 [14,15]。同时 , 用含普通

FBS 的培养液 C 作为试验对照组。  

1.5  碱性磷酸酶染色 
对得到的 ES 细胞进行碱性磷酸酶染色鉴定,按

试剂盒(南京建成生物工程研究所)提供的方案进行

操作。 

1.6  核型分析 
取处于旺盛生长期的类 ES 细胞, 消化、离心,

用细胞培养液制成悬液 , 接种于培养皿中 , 移入培

养箱培养 20~72 h。吸出培养液, 用含 0.2 μg/mL 秋

水仙素的培养液继续培养 3~4 h。消化离心后, 用  

0.075 mol/L KCl (Sigma)在 38.5oC 低渗处理 30 min。

而后用新鲜配置的固定液(甲醇:冰醋酸按 3:1)固定

后以适当的距离滴片。最后用用 5%吉姆萨染色液室

温下作用 10 min, 自来水冲洗载玻片背面。在 1000×

油镜下观察染色体的分布情况[16,17]。 

1.7  体外分化能力鉴定 
将 ES细胞消化成小细胞团或单个细胞后, 接种

于铺有 10 g/L 低熔点琼脂糖的 60 mm 培养皿上, 悬

浮培养, 培养液含有 15%胎牛血清和 2 mmol/L-谷氨

酰胺(Sigma), 100 IU/mL 青霉素+100 IU/mL 链霉素

的 knockout DMEM/F-12, 每 2 天换液 1 次, 取 5 d

左右形成的类胚体, 接种于 0.1%明胶铺被的 4 孔培

养皿内, 观察分化细胞的产生情况[7,17]。 

2  试验设计 

试验一 : 研究 KSR 对绵羊类 ES 细胞分离、克

隆的影响 , 取超排后人工授精的小尾寒羊早期胚  

胎 , 以使用含相同体积分数的特级胎牛血清为对  

照组。  

试验二: 研究添加 ESCCM 对绵羊类 ES 细胞分

离、克隆的影响。 

3  结果与分析 

3.1  绵羊类 ES 细胞的分离与培养 
本次试验共从 20 只小尾寒羊中采集到可用胚

38 枚。把收集到的绵羊胚胎接种到制备好的饲养层

上, 大约 48 h 后囊胚开始脱带(图 1), 随后脱去透明

带后部分囊胚贴壁 , 囊胚外层的滋养层细胞长出 , 

并且接种于培养液 A 中的 14 个囊胚中有 12 个贴壁

在饲养层细胞上 , 同时内细胞团(ICM)开始生长增

值(图 2)。ICM 贴壁生长后, 可见形成山丘状的干细

胞集落 , 集落中的干细胞小而密 , 界限不清 , 但是

与周围的滋养层细胞界线清晰。AKP 染色后, ICM

表现出强阳性。ICM 集落越大、立体感越强, 在随

后的传代过程中越容易成功 , 相反, 那些干细胞集

落呈现扁平状的 ICM, 通常会在随后的培养过程中

发生分化, 难以传代。 

接种于培养液 B 中的 12 枚胚胎, 有 9 枚胚胎脱

带并贴壁生长。但是在随后的传代中, 仅有一个传

到第 5 代, 而且很快便分化了。在对照试验组中, 接

种于培养液 C 上的 13 枚胚胎中有 10 枚脱带并贴壁

生长,最多仅传至第 3 代(表 1)。 

表 1  绵羊类胚胎干细胞在不同培养体系中的生长、传代情况 
Table 1  Passages of sheep ES-like cells cultured in different culture systems 

The passages of the ES-like cells 
Medium No. of embryos No. of attached 

ICM 0 1 2 3 4 5 6 7 8 

A 14 78.5% (12/14) 12 9 8 7 5 2 2 2 2 

B 12 75.0% (9/12) 9 7 4 4 2 1    

C 13 76.9% (10/13) 10 6 5 2      
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图 1  正在脱带的囊胚 
Fig. 1  Hatching blastocyst 

 

图 2  贴壁生长的 ICM 
Fig. 2  Adhesion of ICM to flask 

 

3.2  AKP 染色 
未分化的类 ES 细胞经碱性磷酸酶(AKP)染色

为棕红色,饲养层细胞和分化的细胞不着色(图 3)。 

 

图 3  AKP 染色 
Fig. 3  Positive staining for AKP 

 

3.3  核型分析 
将传至7代的绵羊类ES细胞集落进行染色体分析,

结果表明, 76% (26/34)能维持正常的二倍体核型(图 4)。 

3.4  体外分化能力 
将典型 ES细胞集落细胞消化为小团块, 培养在

铺有 10 g/L 低熔点琼脂糖培养皿中, 细胞集落可以

自发地相互聚集, 5 d 后有球形 EB 形成(图 5)。 

 

图 4  正常的二倍体核型 
Fig. 4  Normal karyotype of ES-like cells 

 

图 5  类胚体 
Fig. 5  Embryoid body 

 

4  讨论 

从试验结果中可以看出, KSR 和 40% ESCCM

条件培养液都可以促进绵羊类 ES 细胞的分离、克隆,

并且传代后的类 ES 细胞仍然很好地保持了其多能

性和稳定核型。 

在 ES 细胞建系过程中, 促进 ES 细胞分裂增殖

和抑制其分化是 ES 细胞培养过程中需要解决的两

个主要问题。而血清在这个过程中是不可或缺的 , 

因为血清中含有多种生长因子、激素、粘附因子等

多种维持细胞增殖的必须成分, 另外还含有能解除

脂肪酸、重金属和某些蛋白酶毒性作用的成分。但

是在 ES 细胞培养过程中使用血清可能会引起 ES 细

胞的分化, 这是因为血清中成分不明的因子刺激产

生的。大部分实验室的解决办法是向血清生产商家

索取少量不同批次的血清, 经过试验后找到对 ES 细

胞生长最有利的批次, 然后大量购买该批次的血清,

储存于−80°C 的冰箱内, 供长期使用。然而, 这样不

仅占用大量科研经费, 而且不同存放时期的血清的

效力也不同, 造成试验统一性差。KSR 是人工合成

品, 没有任何不确定的生长因子或分化促进因子。
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从而避免了试验前对血清的筛选工作, 简化了试验

操作。这一点对在体外培养明确的 ES 细胞系的质量

控制也是非常有用的。在成人干细胞方面, 无血清

培养或人工合成血清的替代品也已经在造血干细

胞、间充质细胞和神经干细胞的培养中的应用研究

也正在进行中。本试验中我们利用 KSR 代替胎牛血

清用于 ES 细胞的培养, 结果最高传至第 5 代, 与对

照组(传至 3 代)中使用 FBS 相比, 使用 KSR 能促进

ES 细胞的增值和自我更新特性的维持。 

试验还表明 KSR 联合小鼠 ESCCM 条件培养液

共同使用时, 对绵羊 ES 细胞的分离和克隆的促进作

用最大, 这可能主要是由于小鼠 ES 细胞分泌产生多

种细胞因子的原因。之前的研究表明 LIF、OCT-4

和 nanog 等细胞因子在小鼠 ES 细胞的全能性维持以

及增值中起到了关键性的作用 [3]。其中 LIF 通过

gp130 受体激活 Jak/STAT 信号通路来完成促进 ES

细胞增值的作用[18]。在 3 组试验中, 都添加了等量

的 LIF, 然而使用含有 ESCCM 培养基的试验组中类

ES 细胞最高传至 8 代, 而不含 ESCCM 的试验组中

类 ES 细胞最高传至 5 代和 3 代。这一点说明除 LIF

之外还有其他未知的细胞因子参与了 ES 细胞的全

能性维持及增值过程。Oct-4 属于 POU 转录因子家

族的一员, 能通过多种多样的调控机制激活或抑制

不同靶基因的转录[19]。Oct-4 基因敲除的小鼠只能

发育到类似囊胚的阶段, 然而该囊胚 ICM 中的细胞

不具有发育全能性, 只能形成滋养外胚层。还发现

ES 细胞自身也能分泌 Oct-4, 并在维持干细胞全能

性方面起着重要作用[20]。近年来, 利用数据库表达

差异筛选和 cDNA 库功能差异筛选还发现 Nanog 也

是维持 ES 细胞全能性的又一重要转录因子。随后, 

Chambers 和 Mitsui 的研究证明 Nanog 是独立于

LIF/gp130 之外的另外一个途径。可能 ESCCM 中含

有的某些因子正是通过调节 Oct-4 的表达对 ES 细胞

其中用。因此还需要做进一步的研究来探明究竟是

那种因子在这个过程中起作用。尽管利用该方法把

绵羊类 ES 细胞传至 8 代, 并保持未分化状态, 但是

在随后的传代过程中, 发现大部分类 ES 细胞开始逐

渐分化。这说明小鼠 ESCCM 条件培养液还不能完

全阻止绵羊类 ES 细胞的未分化状态。这可能因为绵

羊类 ES 细胞的全能性维持还与绵羊类 ES 细胞之间

的相互作用有关的原因, 而在类 ES 细胞传代过程中

又必须把干细胞团消化为单细胞, 否则得到的干细

胞团很容易分化。这一矛盾关系可能也是绵羊 ES

细胞不能稳定建系的一个原因。 

5  小结与展望 

综合以上结果, 可以得出使用 KSR 不仅可以简

化在 ES细胞培养过程中筛选血清的过程, 而且能促

进绵羊类 ES 细胞的分离和克隆。而在 ES 细胞自我

更新维持以及增值过程中除了之前了解较多的 LIF

介导的 Jak/STAT 信号通路之外, 还有其他细胞因子

的参与甚至还存在其他的信号通路的作用。具体是

哪些因子以及信号通路在这一过程中起了决定性的

作用还需要进一步的试验验证。同时, 通过试验优

化了绵羊类 ES 细胞培养系统, 为以后的绵羊 ES 细

胞建系奠定了基础。 

致谢  感谢赵俊金、孟飞、徐海涛、左军为本试验

绵羊胚胎的冲取和试剂、耗材采购过程中提供诸多

帮助。 
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第 13 届国际生物技术大会暨展览会即将在大连举行 
始于 1960 年 , 每四年举办一届、各大洲轮流举办并首次登陆中国的第 13 届国际生物技术大会暨展

览会(IBS-2008)将于 2008 年 10 月 13 日在大连举行。(IBS-2008)是生物技术领域公认的规模最大、学术

水平最高、社会影响最强的国际盛会 , 堪称是生物技术领域的奥林匹克大会。本次大会邀请生物技术领

域取得突出成就而享誉全球的一百五十多位科学家做学术报告 , 包括 3 位诺贝尔奖获得者 , 数十位各国

科学院和工程院院士及多位国际上著名的生物技术公司 CEO 和的研发部门 CTO 等。更多详情请登录 : 

http://cn.ibs2008.org/exhibition.html。  
 


